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(54) Title: MODIFIED ADENOSINE 5'-TRIPH0SPH0RIC ACID AND METHOD FOR DOSING BIOLOGICAL 
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(54)Titre: ACIDE ADENOSINE 5'.TRIPH0SPH0RIQUE MODIFIE ET PROCEDE DE DOSAGE DE SUBS- 
TANCES BIOLOGIQUES SUSCEPTIBLES DE FIXER DES PRODUITS DE DEGRADATION DE 
L' ACIDE ADENOSINE 5'-TRIPH0SPH0RIQUE 

(57) Abstract 

Modified ATP capable of originating an ADP or AMP, which is also modified, and may be incorporated in biologi- 
cal substances, and allowing the detectiou and optionally the dosing of the latter. Such modified .ATP is charaacrizcd by 
the covaient fixation, on the adenine cycle of the ATP, ol a chemical group which may be coupled directly or indirealy 
v^iih a related molecule, preferably marked by an enzyme, thereby allowing the recognition of said ATP, ADP or AMP. 

y<'57) Abrege 

Un ATP modifie susceptible de donner naissance a un ADP ou AMP cgalemem modific, incorporable d des subs- 
tances biologiques et permettant la dcteaion ei eventuellement le dosage de ces demieres. Cet ATP modifie est caracterise, 
par la fixation covalente. sur le c>-cle adenine de TA.TP, d'un groupe chimique couplable direaement ou indirectement 
avec une. molecule affine, de preference marquee par une enzyme, permettant la reconnaissance de cet ATP, .ADP ou 
A.MP. 
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Acice adenosine 5 * -triphccphcrique modifie et precede 
de dosage de- substances biologiques susceptibles de 
fixer des produits de degradation de I'acide adenosine 
5* -triphosphorique . 



L' invention est relative a un derive de I'acide 
adenosine 5' -triphosphorique (en d'autres termes a un 
derive de I'ATP) et a un procede de dosage de substan- 
ces biologiques susceptibles, en presence de 1' enzyme 
5 appropriee, incorporer un produit de degradation de 
I'AT?, en d'autres termes I'acide adenosine 5'-mono- 
phosphate (Af4P) ou de I'acide adenosine 5' -diphosphate 
(ADF). 

II est connu qu'une categorie de substances bio- 
10 logiques, notamment certains antibiotiques , plus parti- 
. culierement ceux de la classe des aminoglycosides, sont 
capables, en presence d' enzymes specif iques, d'incor- 
porer de- I'.ADP ou de I'AI-I?,' ces dcrnieres luoiecules etant 
susceptibles d'etre fournies a cet antibiotique a par- 
15 tir de I'ATP, Cette incorporation est schematisee par 

1 ' equation de reaction' suivante , dans laquelle R-OH re- 
presente 1 ' antibiotique : 

R-OK + ATP ^^^y^- specifique r.q-AMP + PPi 
Les abreviations PPi (pyrophosphate) et Pi 
20 (phosphate) sont quelquefois utilisees en biologie pour 
designer les derives "inorganiques" du phosphore qui 
sont liberes a 1' occasion de reactions biologiques du 
type sus-indique. 

Ce type de reaction est certes deja utilise dans 
25 ' des dosages de substances biologiques du type sus-indi- 
que, mais les moyens de revelation connus deviennent 
inoperants, lorsque ces substances biologiqu s ne sont 
presentes qu'en quantites infimes dans les echantillons 
etudies. 



L' invention a pour hut de fournir des reactifs 
suffisain-ient sensibles et pernettant prdcisement 1' utili- 
sation de cette reaction pour doser de telles substances 
. biologiques, meme lorsqu'elles n' existent dans les echan- 
5 tillons biologiques Studies qu'en quantites inf imes , no- 
tamment du nanogramme ou meme beaucoup moins . 

Le reactif selon 1' invention consiste dans un pro- 
duit.de modification de I'ATP, ce produit etant caracte- 
rise par la fixation de fagon covalente sur cet ATP d'une 
10 molecule chimique portant au raoins un groupe non engage 
dans la liaison covalente susdite et couplable directement 
ou indirectement avec une molecule ou un produit ayant une 
affinite specifique pour ce groupe et permettant par con- 
sequent la reconnaissance selective des substances biolo- 
15 giques susdites. 

En particulier ce groupe permet une liaison affine 
chimique ou immunologique avec une molgcule ou un produit 
lui-meme directement revelable ou susceptible d'etre re- 
vele i son tour par couplage avec un autre produit rSve- • 
20 lateur. En outre cs groupe est tel qu'il ne modifie pas 
la capacite de 1' enzyme choisie d' assurer !• incorporation 
du derivg modifie d'AM? ou d'ADP portant les memes 
groupes de modification que I'ATP modifig initial, dans 
ou sur la substance I doser, et ce dans les conditions 
25 normales d' incorporation de I'AM? ou de I'ADP non modifie 
sur la meme substance en presence de la meme enzyme. 

L'invention concerns egalement un procede de de- 
tection ou dosage d'une substance appartenant S la cate- 
gorie de substances ci-dessus definie consistant a faire 
30 reagir la composition prgsumee contenir une telle substan- 
ce avec I'ATP modifie selon l'invention, en presence de 
i' enzyme specifique correspondante, dans des conditions 
permettant 1 ' incdrportation d'un AMP ou d'un ADP modifie 
correspondant, dans ou sur ladite substance et, le cas 
35 lch€ant, aprgs Elimination de I'excis d'ATP modifil 
libre, I placer la composition obtenue dans des condi- 
tions permettant I'eventuel couplage des groupes de modi-' 
fication portgs par I'AMP modifil ou I'ADP raodifig incor- 
porte I ladite substance, avec la molScule.ou le produit 



per-iectant la reconnaissance du groupe de modification 

du derive initial d'AT? et a detecter ou a doser la sus 

dite substance eventueilenient presente portant lesdits 

produits de reconnaissance. 

Dans le cas d* aminoglycoside , le dosage mettra 

par- consequent ea oeuvre une reaction qui peut etre 

schematisee par 1' equation suivante : 

enzyme specifique 
R-OH + ATP-M— — > R-0-AD?-M+Pi ■ 

ou encore pour d'autres substances comme les oses-1- 

phosphate : 

enzyme specif iaue 
R-OH + ATP-M : R-O-ADP-M+Pi. 

Le dosage du compose R-O-AMP-ri (ou du compose 
R-O-ADP-M) , apres elimination de . 1' eventuel exces 
d'ATP-iM, est d'une sensibilite considerable. Dans le 
cas des antibiotiques , cette methode permet de doser 
des quantites d'un nanogramme d* antibiotique . 

Parmi les substances susceptibles d'etre do- 
sees par une telle methode, on citera, outre les anti- 
biotiques du-type aminoglycosides, et a titre d'exem- 
ples,..les oses-l-phosphate conme le galactose-l-phos- 
phate (etude de la galactosemie) et le glucose 1-phos- 
phate,. I'acide N-acetylneuraminique , I'acide 5-phospho- 
ribosyl-l-pyrophosphorique ... 

L'enzyme specifique intervenant dans cette 
transformation sera en, general ccnstitueepar une ade- 
nylyltransfgrase, une acylneuraminate citidylyltrans- 
f erase, une glucose 1-phosphate uridyltransf erase , 
I'ATP phosphoribosyltransf erase .... 

Le groupe chimique lie de fagon covalente a 
I'ATP peut revetir les formes les plus diverses, des • 
lors qu'il possSde un groupe permettant son couplage 
avec des substances af fines permettant sa revelation, 
de preference sous forme directement visualisable, 
et qu*il n*empeche pas 1' enzyme susdite de catalyser . 
1' incorporation du derive d'AIIP ou d'ADP correspondant 
sur la susbtance sus-visee. 

Parmi les groupes chimiques preferes suscep- 



tibles d'etre fi:<c-s cur les bases des susdits ribonucle- 
otides, on mentionnera tout groupe susceptible d'etre re- 
connu specifiquenient par une autre molecule ou par un 
produit, lui-me.-ne aiseir.ent detectable, de prgfSrence par 
une inethcde de visualisation. 

Cette autre molScule ou cet autre produit con- 
siste par exemple en une enzyme, dont la presence peut 
etre reyelee par 1 'action qu'elle est susceptible d'exer- 
cer sur un substrat, de preference un substrat 
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dormant lieu a des rsaction^^ de coloration ou de discolora- 
tion, ou plus generalesnent encore do rriodif ication de 
spectres d'absorption respectivemcnt decelables par colo- 
.riraetrie ou spectrophotometrie . On peut naturellement 
5 avoir rocours a des molecules ou produits donnant lieu a 
dec reactions do fluorescence, a des modifications de den- 
site optique, etc., par exemple des produits comprenant 
des groupes derives de I'aminofluorene, du chlorure de 
dansyle, de la rhodamino, etc.. 

^° ■ Parmi les groupes de modification apprbpries, on 

mentionncra les groupes chimiques dont est connue l»af fi- 
nite pour un autre type de molecule chimique . Parmi ces 
groupes de mccif ication chimique, on peut mentionner la 
biotihe ou -l' avidine, dont on connait les affinites reci- 

^5 proques, les groupes derives de I'une de ces molecules 
pouvant servir a la modification du ribonucleotide choisi 
et I'autre de molecule couplabie avec un reactif marque 
par unc enzyme ou susceptible d'etre fixeea une enzyme, 
par exemple dans les conditions decrites dans le brevet 

■° n" 78 10975 de I'INSTITUT PASTEUR depose le 13 avril 1978. 
Ce reactif consiste par exemple en un anticorps specifique 
dirige centre le groupe de modification ou en une molecule 
ayant une affinite specifique pour ledit groupe de modifi- 
cation. . ■ • 

5 Parmi les groupes de modification utiles du ribo- 

nucleotide initial, figurent egalement des antiggnes ou 
hapt§nes susceptibles d'etre reconnus par des anticorps 
prealablement formes contre ces antigenes ou centre ces 
haptdnes, plus particulierement lorscue ceux-ci ont ete 

^ fixSs au prealable sur une macromolecule support, telle 
qu'une serum-albumine ou un polypeptide, par exemple une 
Polylysine. Parmi ces antigenes ou haptdnes, on peut citer 
la biotine et 1' avidine elles-memcs, des groupes ac§tyl- 

_ amino fluorine, des peptides, hormones ou prostaglandines , 

' notarnment ceux auxquels correspondent des antiserums ou 
anticorps specif iques, des lectines, dont est connue la 
capacite S etre couplees 3 des enzymes permettant leur re- 
velation, notamment des pSroxydases, B-galactosidases , 
etc... Do tels serums ou anticorps sent disoonibles dans^^ 
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le conr.erce. 

Mais la molecule ou le produit presentant des 
caracteristiquss d'afl'inite vis-a-vis du groups de modi- 
fication susdit, sert evenSuellement aussi seulement de 
relais vis-i-vis d'une autre molecule ou d'un autre pro- 
duit susceptible d'etre visualise I son tour, notamment 
dans les conditions ous-indiquees ; par exemple le pro- 
duit presentant les caracteristiqaes d' affinity, vis-i- 
vis du groupe de modification susdit, est constituS par 
un anticorps lui-meme non marque, mais reconnaissable I 
son tour par des anticorps contre lui-meme, ces derniers 
anticorps §tant eux-mcmes coupl€s ^ 1' enzyme susceptible 
d'agir sur un substrat specif ique, dans les conditions 
classiquss en raatiere.de dosage immunoenzynatique . 
^5 D'une fag on gene rale, le groupe de modification 

du ribonucleotide est constitue par toute molecule ou " 
produit chimique fixable sur 1»AT? et ensuite detectable 
dans les conditions qui ont ete indiquees, dans la mesure 
ou il repond aux conditions sus-indiquees . L'invention 
comprend egalement un test de reconnaissance des groupes 
compatibles. Ces groupes sont ceux qui n'empechent pas 
la fixation de I'MP modifie correspondant sur des amino- 
glycosides, notamnjent la tobramycine en presence d'ade- 
nylyl-transferase dans les conditions sus-indiquees, cet 
25 A:-1P modifie devant naturellement etre fourni par I'ATP 
prealablement modifie par le groupe de modification 
§tudie . 

Le groupe de modification chimique sus-indique 
est fixe sur la position 6, de preference 8, du groupe 
.30 adenine. 

Cette fixation intervient avantageusement par 
I'intermediaire d'un bras du type -NH-CCHj) -X, ou , 
-C0-(CH2)j^-X, dans lequel x varie de 2 S 20, notamment 
de 6 S 12, et X est un groupe assurant la liaison entre 
35 un groupe M, choisi parmi ceux qui sont susceptibles 
d'une reaction de liaison avec un agent chimique ou im- 
munologicue ayant une affiniti selective pour ce groupe. 
Les groupes CHj du bras susdit peuvent en partie etre 
remplacgs par des groupes CO ou NK, I condi- 
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zion natureilement que ces groupcs de remplacerr.ent ne 
soient pas adjacent^ a des groupes identiques. 

Par exenple, si I'on considere I'e cas de la 
modification du groups adenine de I'ATP n sa position 
8, le ribonucleotide modifie obtehu peut etre repr6- 
sente.par la formule (cas d'un bras du type 
-NH-(CH2)jj-X-) : 

■ " • NH^- ■ - ... - 



Y'^^ Y X (3) 



(I) 



Ah 611 

dans laquelle R est un groupe triphosphate x , X et M 
ont les significations sus-indiquees . Avantageusement , 
le groupe X est constitue par un groupe HH ou CO. 

Un precede pour fabriquer le derive de for- 
mule^I, par exemple a partir de I'ATP prealablement 
brome en position 8, consiste I le faire reagir dans les 
conditions appropriees, " avec un compose de formule 
H2N-(CH2)^-X-Y , dans lequel Y rr^presente un radical au- 
quel sera ensiiite substitue le groupe M susdit, notam- 
ment par la mise en oeuvre d*une reaction da condensa- 
tion avec une molecule MZ, au cours de laquelle est 
alors forme le produit de condensation de formule I, 
avec liberation d'une molecule Y-Z. 

Lorsque le groupe X est NH, Y est avantageuse- 
ment de I'hydrogene- Lorsque X est CO, Y est avantageu- 
sement un hydroxyle. Z peut etre constitue par tout 
groupe susceptible d'etre detache de M dans la susdite 
reaction de condensation, par exemple le fluor lorsque 
la molecule chimique donneuse du groupe recherche est 
le fluoro -l-dinitro-2,i4 benzene, ou un hydroxyle 



ou de I'hydrcGene dans le cas d'un peptide. Dans ce 
dernier cas, la fixation do ce peptide a I'extrenite 
du bras susdit peut , lorsque le groupe XY est consti- 
tue par un groupe NHj ou COOH, etre effectue par la 
mise en oeuvre de reactions de couplage, tradition- 
nelles dans la chimie des proteines^ entre groupes car- 
boxyle et amine, respectivement portes par les deux 
elements peptidiques distincts i coupler, par exemple 
par condensation en presence d'un agent de condensation, 
tel que le dicyclohexyl-carbodiimide ou apres formation 
prealable d'un ester active a la fonction carboxylique 
de celui de ces deux elements peptidiques qui le 
portent . 

La position 8 sur le cycle adenine de 1*ATP 
ne constitue evidemment pas le seul point sur lequel 
peut se brancher une chaine porteuse d'un groupa de rao^ 
dification tel qu'il a ete defini plus haut . A titre 
d' exemple, on peut egalement- substituer I'un des atomes 
d'hydrogene porte par le carbone en position 6 du cycle 
adenine par une chaine porteuse de ce groupe. A titre 
d' exemple, on mentionnera la possibility de substitution 
qui consiste a faire reagir avec I'ATP de I'acide iodo- 
acetique ou un acide organique iode equivalent, permet- 
tant la formation prealable d'un sel quaternaire, fai- 
sant intervenir I'azote en position 1, sel qui se trans- 
forme ensuite par chauffage en milieu basique a 35*'C, a 
pH legerement basique, notamment a pH 8, pendant le 
temps suffisant, par exemple 72 heures, en un produit 
de substitution de I'un des hydrcgenes du groupe WHj 
fixe sur le carbone en position 6 du groupe adenine 
(reaction du type connu sous 1' expression "rearrange- 
ment de Dimroth" ) . 

On obtient alors (lorsque I'acide organique 
iode est constitue par 1* acide iodoacetique ) le compo- 
se de formule II ci-apres : 



MH-CH^-COOH 




(II) 



Ce compose peut ensuite etre transforme, par 
reaction avec le compose de formula H2N"(CH2)^-X-Y dej§. 
defini plus haut, dans des conditions permettant la 
liaison chimique entre le groupe carbonyle initialement 
contenu dans le groupe carboxyle dans le compose de 
formule II et le groupe imino appartenant initialement 
a la fonction aminee du compose H2N-(CK2)^-X-Y, lequel 
peut alors etre couple a son tour avec un compose de 
formule MZ, dans les conditions qui ont deja ete defi- 
nies plus haut . 

11 va de soi que tous les elements qui pre- 
cedent ne visent qu*a illustrer des modes de prepara- 
tion particuliers qui permettent de fixer sur I'ATP 
un groupe de modification choisi parmi ceux auxquels 
correspondent des molecules af fines, comme cela a ete 

defini plus haut. 

D'autres caracteristiques de 1* invention ap- 

paraitront encore au cours de la description d'exemples 

de raises en oeuvre prefSrees de 1' invention. 

Preparation du 8- E-N-Cdinitro-phenyD-amino-hexyll- 
aminoadenosine 5 ' -trinhosohate . 

On fait reagit du 8-(aminohexyl) -aminoadeno- 
sine 5 '-triphosphate avec du fluoro-l-dinitro-2, ^-benzene. 



10 



1 d'un melange eau-ethl 



10/1 volurr.os %, a 
pM 3,S, a '-CC, et er. presence d'un sel, notamment 
chlorure,de masnesiu.-n . Le produit de reaction finale- 
ment cbtenu a pour formule : 
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-NH-(CH2)g-NH 




Ah 6h 



(III) 



20 



35 



On recupere le dSrive de formule III, ci- 
apres denomne ATP-DMP, apres une purification comprenan 
la fixation du ribonucleotide sur DEAE cellulose, elu- 
tion avec un gradient de LiCl 0,2 M, pH 5,5, i LiCl 
0,5 w, pn 2 et filtration sur tarr.is .-nolsculaire du 
type SEPIIADEX C50. Lc rendcmcnt rcactionncl est do 
52 %, Les fractions recueillies sent analysees par spec 
troDhotcmetrio d'absorotion de rayonnements de lon- 
gueurs d'onde de 280 et 360 nancnitres rospcctivement . 
25 On recueille celle des fractions dont les densites cp- 
tiques dans les deux susdits domaines de longueurs 
/d'onde sont dans un rapport (DO.go/DO ggal i ^. Le 
produit contenu dans cette fraction correspond ^ celui 
resultant de la fixation de 1 r.ole de DNP sur 1 mole 
d'ATP. II ne donns egalenent qu'une tache dans un sys- 
teme de chronatographie en couche mince. Le produit de ' 
cette fraction est lyophilise. 

Ce produit pr-Jscntc la caracteristique d'etr*> 
reconnu par des anticorps formes au prealahie a I'egard 
de dinitro-2,i| benzene, qui avait prealablement ete 
fixe sur un support 'nacrcmoieculaire du type de la 
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srrum-albumine . Des anfcicurpc do ce type sent par 
ailleurs disponibles dans le commerce. 
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Prep am t ion du c^-(M-biotiny 1-aminohexyl >aminoadenosine 
5 ^-triphosphate . 

On condense du 8-(aminohexyl)-ainino-adenosine- 
5 '-triphosphate avec le biotinyl-N-hydroxysaccinimidc- 
ester, dans ^les conditions decrites par LANCER ct al, 
tclles qu'appliquees a la fabrication du biotinyl-UTP 
a partir de la 5-(3-amino )allyluridine . On obtient 
alors le compose de formule : 
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HOCHp^O 

Ah 



HN WH 



-NH-(CH2^6 



)6-HH-C0-(CH,),,Jr 



(IV) 



Dosage de tobramycine . 
25 L'^chantillon presume contenir le susdit antibio- 

tique est constituc par du serum provenant d'un patient 
traite par un aminoglycoside. Ce serum est prealablcment 
dSprotl.inis§ . 

Get Schantillon est mis en solution dans une solu- 
30 tion tamponnee dont la composition est la suivante : 
Tris HCl 50 m.M, pH 7,5 
MgClj 10 mM, 
DTT 1 mfi. 

On ajoute a la solution ainsi formee 10 micromoles 
35 d'ATP-DNP et on laisse incuber pendant 1 heure a 37" C 

avec 10 U d' adenylyl transferase extraite de Staphilococcus 



rivet ou d-3 Ecchsrichia ccli R55 . 

Une partie du produit de reaction est alors 
prelevee, nofcamr.ent oar une pipette d'EPPENDORF (GILSOIJ) 
comprenant dans sa partie inferieure un echangeur de 
cations capable de fixer I'antibioticue modifie par 
I'AMP-DNP, les autres constituants , y compris I'exces 
d'ATP-DNP et les phosphates organiques fornies restant 
alors dans la solution. 

L' echangeur de cations (Amberlite CG 50, 200- 
hOQ mesh, forrae m^+) est alors lave avec la susdite 
solution tampon. L'antibiotique modifie est ensuite 
elue a partir de 1 'echangeur de cations, a I'aids d'une 
solution d • anunoniaque IN. Le solute obtenu est ensuite 
neutralise avec HCl IN. 

Le dosage comprend alors finalement I'etape 
consistant I mettre en contact la susdite solution 
avec un anticorps anti-DNP couple a de la peroxydase, 
t recueillir I'eventuel complexe fcrne entre, d'une 
part, 1' aminoglycoside dans lequel est incorpore le 
produit de degradation de I'ATP-DMP, et, d' autre part, 
le susdit anticorps et i le raettre en contact avec un 
substrat colorable de la peroxydase. La presence d'anti- 
biotique est alors manifestee par la coloration du 
substrat de la peroxydase, coloration qui permet meme 
de fournir des indications quantitatives concernant la 
quantite d' antibiotique que conte.nait initialement 
I'echantillon traite. 

Dans I'exemple considere le substrat est avan- 
tageuseraent constitue par une solution contenant : 

- de I'eau oxygenee : 10 ul d'H202 a 110 volumes, 

- de 1' acetate de potassium : 9,5 ml 0,05M, pH 5,1, 

- du 3-amino-9-ethylcarba2ole : 2 mg dissous dans 
0,5 ml de N-N '-dimethylformamide . 

On peut par cette methcde doser des quantites 
de I'ordre du nanogramme par millilitre du susdit 
aminoglycoside , 

L' invention ne se limite evidsnment pas aux 
modes de realisation decrits ci-dessus a titre 
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d'exenples ot l^hommo ce I'art peut y apporter des 
nodirications sans pour autant sortir du cadre des 
revendications ci-apres. 
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REVEmiCATIONS 



1 - ATP modiriS resultant ie la fixation cova- 
lente sur la position 6. ou de pr««rence S, du groupe 
adenine de l.ATP.d'un groupe M. ehoisi paroi ceux qui sont 
suscept.bles d'une reaction de liaison aveo u„ agent =hi- 
5 mxque ou immunologique ayant une affiniti selective pour ce 
groupe, par I'intermediaire d-un bras du type -NH-(CH ) -X 
ou -C0-(CH3,^-x, dans le,uel X est un groupe assurant'l^ ' 
liaison avec U susdit groupe H et x varie de 2 5 20, no- 
talent de 6 i 12, i condition que x soit distinct de 2 
10 lorsque H est un groupe dinitro-2,i4-phenyle. 

. , ^ " 1* revendioation 1, carac- 

terise en ce que le susdit groupe de modification est sus- 
ceptible d'etre reconnu specif iquement et directement par 

une autre molScule ou oar un oroduih i.,-! - • - 

^ ^, proauit, lui-meme aisement dS- 

15 testable, par une mSthode de visualisation. 

^ 3 - ATP modifiS selon la revendioation 2, carac- 
terise en ce que le susdit groupe de modification est cons- 
tltue par un antigine ou un haptSne susceptible d'etre r- 

20 17" P-=^lablen,ent forme contre cet ant'- 

20 gene ou contre cet haptSne. 

, * - «f """fiS «lon la revendication 1, carac- 

111:11 " " ^""^'^ modification sert de 

relais vis-a-vis d'une autre molecule ou d'un autre p-odu- 
susceptible d'etre visualise S son tour 

" ven., ^ " ^'"^ "Juelconque des re- 

vendications 1 i l| eararf5-4 -is 

de modir,-. 'aracteri.e en ce que le susdit grouoe 

de modification ou, selon le cas, la susdite molScule rel=i, 
; est couplable cbi^iquement avec une molecule affine marquSe"' 
30 o!r °" i-~nolosiquement avec un anticorps mirque 

30 par une enzyme et ayant une affinity selective pour .edit 
. sroupe de modification ou la susdite molecule relais 

dications ! i 7' """"^ '"'I""'"- Oes reven- 

dications 1 i 5, caractSrisS en ce que les groupes CH, du 
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bras susdit peuvent en partie etre remplaces par des grou- 
pes CO ou NK, a condition que ces groupes de remplacement 
*ne soient pas adjacents a des groupes identiques. 

7 - ATP modifie selon I'une quelconque des re- 

5 vendications 1 i 6, caracterise en ce que le susdit groupe 
de modification comprend un groupe derive de la biotine, 
de I'avidine ou un groupe dinitro-2, ^-phenyle- 

8 - Procede de detection ou de dosage d'une 
substance appartenant a la categorie de substances biolo-" 

10 giques, telles que certains antibiotiques plus particulie- 
rement ceux de la classe des aminoglycosides, qui sont ca- 
pables, en presence d' enzymes specif iques, d'incorporer de 
I'ADP ou de I'AMP, ces, dernieres molecules etant suscepti- 
bles d'etre fournies a ces substances biologiques S partir 

15 d'ATP en presence d'une enzyme specif ique appropriee, ca- 
racterise- par les etapes qui consistent : 

- a mettre la composition presumee contsnir la substance 
recherchee avec un reactif contenant un ATP modifie par 
une molecule chimique fixee de fagon covalente au cycle 

20 adenine de cet ATP et portant au moins un groupe non en- 
gage dans la liaison covalente susdite et couplable di- 
rectement ou indirectement avec une molecule ou un pro- 
duit ayant une affinite specifique pour ce groupe et per 
mettant sa reconnaissance, ledit groupe etant en outre 

25 tel qu'il n'empeche pas I'ATP modifie qui le porte a 
fournir 1*AI1P modifie ou I'ADP modifie correspondant 
dans une forme incorporable dans ladite substance recher 
chee, 

- i placer, le cas echeant, apres elimination des AT? mo- 
30 difies libres, la composition pbtenue dans des condi- 
tions permettant I'eventuel couplage des groupes de mo- 
dification portes.par I'AM? modifie ou I'ADP modifi6 in- 
corpore a ladite substance, avec la molecule ou le pro- 
duit permettant . la reconnaissance du groupe de modifica- 

55 tion du derive initial d'ATP, et 



- a detecter ou a doser la susdite substance eventuelle- 
raent presente portant lesdits produits de reconnaissance. 

9 - Precede selon la revendication 8, caracteri- 
se en ce que le reactif utilise contient un. ATP modifie 
resultant de la fixation covalente sur la position 6, ou 
de preference 8, du groupe adenine de I'ATP d'un groups M, 
choisi parmi ceux qui sont susceptibles d'une reaction de ' 
liaison avec un agent chimique ou iiraiunologique ayant une 
af finite selective pour ce groupe, par 1' intermediaire 
d'un bras du type -NH-(CH2)^-X, ou -C0-(CH2)^-X, dans le- 
quel X est un groupe assurant la liaison avec le susdit 
groupe M et x varie de 2 a 20, notananent de 6 I 12. 

10 - Precede selon la revendication 8, carac- 
terise en ce que le reactif utilise contient un ATP modi- 
fie conforme i I'une quelconque . des revendications 1 i 7. 
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